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下垂体は、生殖や成長にかかわるホルモンを特定の
細胞で合成する内分泌器官であり、生体の機能調節
に重要な役割を果たしている。下垂体は、一連の分
化を経て5種類のホルモン産生細胞で構成される
ことになる。そこにはホルモンごとに特異的分子の
出現により分化が進行するプログラムが存在し、そ
の過程で形成されるホルモン遺伝子の発現制御系
は成熟後における視床下部や標的器官の作り出す
さまざまな情報に対する特異な応答機構である。下
垂体ホルモンのなかで、特に、性腺刺激ホルモンFSH
β鎖遺伝子に焦点をあてて進めてきたこれまでの
転写因子の研究成果の上に立って、本課題を設定し
た。そこでは、これまで手がけてきた下垂体特異な
転写因子PROP1が、ホルモン遺伝子の制御因子であ
るばかりでなく、下垂体の発生分化に深くかかわる
可能性があることから、「下垂体特異的ホメオティ
ック因子Prop－1はホルモン産生細胞の運命を決定
するか」と、研究対象を絞り込んだ。
　この課題に取り組む、約半年前に、われわれはよ
うやく作製したPROP1の抗体について、特異性を確
認し発生過程におけるPROP　1の発現変化に取り組ん
だ。そのなかで、ラット胎仔齢13．5日（E13．　5）で、
ラトケ嚢と呼ぶ下垂体原基の全細胞にPROP　1が発現
しているという驚くべき結果を得た。しかも、細胞
分化にかかわる重要な因子SO）eがPROP　1発現細胞
に常に存在していることも判明した。
　こうした背景から、研究1年目として、まず、PROP　1
が下垂体の発生過程でどのように発現してくるの
か、そして、下垂体の分化に伴ってホルモン産生細
胞の出現とどのようにかかわるのかを検討した。
1．実験方法
1．PROE）1抗体の作成
これまでのPROP1研究の障害は、特異抗体の欠除
である。そこで、われわれは、TrxA－His一タグ融合組
換え体PROP1断片を作製することにした。ラット
PROPl　C一末端部126－223残基までを精製して、モル
モットに免疫して抗体を作製した。
1．2　免疫組織化学
　ラット（r）下垂体周辺部の10μmの凍結切片を
4％パラホルムアルデヒドで固定後、作製したPROP　1
抗体をはじめ各種抗体で染色した。rPIT1（1：250希
釈）、rPROP1（1：8000，　thisstudy），　rPIT1（1二250），
ウシS－100（1：100），ヒトSOX2（1：500），　ヒツジ
LHβ（1：2000），　　　rTSHβ（1：2000），rGH　　　　（1：8000
dilution），　rPRL（1：1500），ヒトACTH（1：1000）を
用い、二次抗体にFITC－，　Cy3－，あるいはAMCA一で標
識したモルモット、ウサギ、あるいはヤギの19G
（Jackson　lmnuno　Research）、あるいはAlexa
Fluor488標識ウサギIgG（Molecular　Probes，　Inc．），
で反応させた後、蛍光観察を行った。
2．実験および結果
2．1　Prop－1抗体の特性評価
　Fモルモットを使って作製した。図1Aには、成熟
下垂体から調製した全RNAを用いたRT－－PCRでは、
生後の下垂体PROP　1が存在することが分かる。作製
した抗体の特異性は、組換え体PROP　1ならびに抗体
を抗原あるいは非抗原で吸収した抗体液を使うこ
とで、特異的な抗体が作製されたことが分かる（図
1B）。さらに、連続切片を用いてin　si・tu
hybridizationと免疫組織化学を行った。その結果、
PROP　1の転写物と免疫陽性シグナルを示す細胞が一
致することを確認した（図1D）。また、組換え体
PROP1ならびにPROP1非関連の組換え体転写因子で
吸収した抗体液を用いて、吸収をしない組織像と比
較を行い、作製したPROP1抗体がPROP1を特異的に
認識することを確認した。
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図LPROP1の転写物と組織化学。　A．　RT－PCRによる
PROP　lmRNAの存在の確認。　B．抗体の特性評価。組換え
体PROP1＋Trx－Hisタグの分離タンパク質に対して、
レーン1：PM）Pl抗体、2：組換え体PROPlで吸収し
たPROP　l抗体、3：Trx－Hisタグで吸収したPROP　1
抗体。C．　in　situ　hybridization（上段左）と免疫組織
化学（上段右）。下段に上段に枠で囲った部分の拡大
したものを示した。D．　PROP　1抗体による下垂体組織の
免疫組織化学（左）。組換え体PROP　1で吸収した抗体
による免疫像（中央）。PROP　l以外の組換え体タンパク
質で吸収を行ったPROP　l抗体で行った、免疫像（左）。
2．2　発生過程ならびに生後の下垂体おける
PROPIの局在変動
　上記で確認したPROPl抗体を用いて発生過程なら
びに生後のラット下垂体におけるPROP　1の局在変動
を調べた（図2）。
　その結果、PROP　1は胎仔下垂体E11．5に発現が始
まり、1日で半分近い細胞に発現するようになり、
E13．　5日にすべての細胞をしめることになる。その
後、中葉となる部分での発現が減弱して、18．5日に
図2．PROPlの組織化学。ラット胎児11．5日（E11．5）
からE18．5までと、出生直後（PO）から60日齢（P60）
までの組織をPROP　1抗体で免疫組織化学を行った。
点線で仮根が部分が、下垂体原基および下垂体部分。
図3．PROP　1とホルモン産生細胞の共存の解析。ラッ
ト胎児においてホルモン産生細胞にPROP　1が存在す
るか否かを、二重免疫組織化学を行って調べた。各
ホルモンは細胞質に確認され、一方、転写因子は核
にかくにんされる。
かけて前葉に限定される。このころから、Marginal
Cell　Layerと呼ぶラトケの遺残腔に接する細胞層に
存在を示し、同時に、前葉実質に層状の存在を示し
た。出生後もその数を減ずるものの、あまり変化は
ないが、生後60日を経るとMarginal　Cell　Layerの
存在は無くなった。
2．3　PROP1とホルモンの共存
　こうした、変化のなかで、PROP　1とホルモンとの
共存を調べると、PROP　lは胎児期にホルモン産生細
胞に存在することはなかった（図3）。生後において
も同じくホルモンとは共存しなかった。
2．4　PROP1と非ホルモン産生細胞
　そこで、非ホルモン産生細胞である濾胞星状細胞
のマーカーとして知られるS100タンパク質の抗体
を使って2重染色を行うと、多くの細胞で両者の共
存が確認され、初めてPROP　1の下垂体における局在
細胞が同定された（図4）。
3．考察
　Prop－1は、下垂体のホルモン合成の機能を強く支
配する転写因子である。この因子の遺伝子の点突然
変異は、遺伝的にタ委ノ」〉化を示す、㎞esマウスの原因で
となっている。また、ヒトでは、この因子によりホ
図4．PROP　Iの組織化学。生後のラット下垂体をPROP　1
とS100抗体で二重免疫組織化学を行った。三角形は
PROP　1とS100の共存する細胞を
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ルモン産生細胞の分化が起きず、複合下垂体ホルモ
ン欠損症（CPM：Combined　pituitary　Hormone
Deficiency）を引き起こすことが知られている。そ
の機序の一部は、Prop－1が標的とするほかの下垂体
特異的転写因子Pit－1の発現に対する機能低下とな
り、そのことでPit－1が促すホルモン産生細胞
（GH，　PRL，　ISH）の発生分化が不全となるものと理解
されている。しかし、Prop－1異常が同時に呈する低
ゴナドトロピン症、っまり、FSHおよび田の合成不
全にっいては説明ができていない。
　本年度の研究で、われわれは、PROP　1が下垂体形
成のごく初期（Ell．5）に一部の細胞から発現をはじ
め、わずか2日後には、下垂体原基であるラトケ嚢
のすべての細胞に発現するようになることを初めて
明らかにした。その後、特徴的なことはラトケの遺
残腔に接するMarginal　Cell　Layerの一層の細胞に
存在することである。その部分は、以前から、下垂
体のプロジェニター細胞の起源であるとされている
ことから、PROP　1が細胞分化に密接に関係している
ことを物語っている。今回の実験から、もう一つの
重要な新しい知見がある。PROP　1はホルモン産生細
胞には存在していなかった。ところが、生後にその
発現を始めるS100タンパク質陽性細胞に存在する
ことが分かった。このことも初めてであるが、S100
陽性細胞も、以前から、下垂体の未分化細胞で、ホ
ルモン産生細胞の供給源であると考えられてきた。
従って、PROPIは、下垂体のホルモン産生細胞の出
現に重要な役割を果たしている可能性がある。ここ
では割愛したが、PROP　1は細胞の分化に重要な役割
を果たす転写因子、SOX2と常に共存する。このこと
からも、現在の考えは支持されるが、今後さらに
PROP　1の機能に迫る研究を展開する必要がある。
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その他
1．迦藤圭雄、加藤たか子．下垂体腫瘍の実験モデル、
　　（「下垂体腫瘍のすべて」寺本明・長村義之編、
　医学書院）：印刷中　（2009）
　その他海外2件・国内発表　16件の計18件の
学会発表を行った。第23回の日本下垂体研究会で
は、博士前期課程の吉田彩舟君が、最優秀発表賞を
受賞した。
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